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論文内容要旨
 筆者は,急性呼吸不全の病態におけるエンドトキシンプライミングの意義を炎症細胞の相互作
 用の観点から検討するために,以下の研究を行った。はじめに,摘出潅流肺モデルを用いて,エ
 ンドトキシン投与されたラットから摘出した肺に対する£MLP刺激が肺血管濾過係数とトロン
 ボキサン放出におよぼす影響を検討した。ついで,この機序における血小板の役割を明らかにす
 るために,invivoで血小板機能を抑制する実験を行った。さらに,好中球の刺激により血小板
 からトロンボキサン放出される機構を明らかにするために,肺組織における好中球一血小板の相
 互作用を解析した。
 第一の研究では,ラットに5mg/kgのエンドトキシンを投与してから2時間後に摘出灌流肺を
 作成し,10-6MのfMLP刺激による肺血管濾過係数の変化を検討した。エンドトキシンプライ
 ミング自身は肺血管濾過係数を増大させなかったが,エンドトキシンプライミング実験では
 fMLP刺激により肺血管濾過係数が有意に増大した。この変化はメクロフェナメート(サイクロ
 オキシゲナーゼ阻害剤)やセラトロダスト(トロンボキサンレセプター拮抗剤)により完全に抑
 制された。エンドトキシンプライミング実験では灌流液トロンボキサン濃度が有意に増加した。
 また,エンドトキシンプライミング実験では肺組織MPO(ミエロパーオキシダーゼ)活性が有
 意に高値だった。このことは,エンドトキシンにより肺に好中球が集積し,ここにfMLP刺激
 が加わるとトロンボキサンを介して肺血管透過性の亢進が生じることを示している。ただし,好
 中球はトロンボキサンシンセースに乏しいので,この時のトロンボキサンが肺に集積した好中球
 自身から放出されたとは考えられないため,好中球以外の炎症細胞からトロンボキサンが放出さ
 れている可能性を検討する必要がある。
 第二の研究では,このトロンボキサンが好中球ではなく,血小板に由来している可能性を検討
 するために,エンドトキシンプラィミング前に抗血小板薬であるアスピリンやシロスタゾールを
 用いて血小板機能をinvivoで抑制した実験を行った。エンドトキシンプライミング実験で認め
 られたfMLP刺激による肺血管濾過係数の増大は,アスピリンやシロスタゾール前処置により
 完全に抑制された。アスピリンやシロスタゾール前処置により灌流液トロンボキサン濃度の上昇
 が完全に抑制された。しかし,エンドトキシンプライミング実験で認められた肺組織MPO活性
 の増大は,アスピリンやシロスタゾール前処置による影響を受けなかった。肺組織内の血小板を
 抗血小板抗体を用いた免疫染色で観察すると,エンドトキシンプライミング実験では抗血小板抗
 体の発光が増加したが,この増加はアスピリンやシロスタゾール前処置により完全に抑制された。
 このことは,fMLP刺激によるトロンボキサン放出が好中球ではなく血小板に由来していること
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 を示している。ただし,fMLPはその特異的レセプターを介して好中球を活性化するが,血小板
 に対する直接的な活性化作用は証明されていない。したがってfMLPによる好中球の活性化が
 血小板からのトロンボキサンの放出を可能にするためには,肺において好中球一血小板の接着が
 生じて細胞間相互作用が確立されている必要があると考えられる。
 第三の研究では,肺における好中球一血小板の相互作用を証明するために,エンドトキシンプ
 ライミングされたラット肺の血管洗浄液に対して抗血小板抗体を用いたフローサイトメトリーを
 行った。エンドトキシンプライミング実験ではその好中球数が有意に増加しており,フローサイ
 トメトリーによる解析で血小板を伴った白血球が増加していた。この増加はアスピリンやシロス
 タゾール前処置により完全に抑制された・また,電子顕微鏡を用いた観察ではエンドトキシンプ
 ライミング実験で好中球と血小板の接着が確認できた。
 以上の成績は,エンドトキシンプライミングにより肺で好中球一血小板の相互作用が成立し,
 この好中球をfMLPで刺激するとこれに接着している血小板にシグナルが伝達されることによ
 りトロンボキサンが放出されてる肺血管透過性が亢進する事を示している。従来,肺血管透過性
 の亢進をもたらすメディエ一夕ーの放出には肺に集積した好中球が重要視されてきたが,本研究
 の成績はこれが好中球単独ではなく,むしろ好中球一血小板相互作用の上に成立していることを
 示している。急性呼吸不全の病態を理解する上で重要なエンドトキシンプライミングという概念
 は,単に好中球の問題だけではなく,多様な炎症細胞間の相互作用と言う観点からも重要である
 と考えられた。
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 審査結果の要旨
 急性呼吸切迫症候群(ARDS)の病態には炎症細胞からのメディエ一夕ー放出が重要な役割を
 担っている。近年,この機序にプライミングという概念が導入され,エンドトキシン血症や敗血
 症に続発する呼吸不全の病態も,炎症細胞のプライミングという観点から解明されようとしてい
 る。本研究は,動物実験モデルを用いて,特に,エンドトキシンプライミングにより肺に集積す
 る好中球と血小板の相互作用に注目し,肺血管透過性の亢進が好中球単独ではなく炎症細胞間の
 相互作用によってもたらされることを初めて解明した研究である。
 筆者は,第一に,重量法を用いた肺血管濾過係数推定法をラット摘出灌流肺モデルに適用して,
 エンドトキシンプライミング後のfMLP刺激が肺血管透過性を亢進させることを明らかにした。
 さらに,アラキドン酸代謝酵素(COX)の抑制剤であるメクロフェナメートやトロンボキサン
 受容体拮抗剤であるセラトロダストを用いた実験も行い,これがトロンボキサンを介してもたら
 されたことを明らかにした。第二に,エンドトキシンプライミング前に抗血小板薬であるアスピ
 リンやシロスタゾールを投与して血小板機能を抑制した実験を行い,fMLP刺激によるトロン
 ボキサンの放出が血小板に由来していることを明らかにした。また,血小板機能抑制により
 fMLP刺激がもたらす肺血管透過性の亢進が完全に抑制されることも確認した。さらに,血小
 板機能抑制はエンドトキシンプライミングによる肺への好中球集積には影響しないが,血小板集
 積を完全に抑制することを見いだした。第三に,エンドトキシンプライミングされたラット肺の
 血管洗浄液に対して,抗血小板抗体を用いたフローサイトメトリーと電子顕微鏡を用いた観察を
 行い,肺に集積した好中球には血小板が接着していることを確認した。以上の成績より,筆者は,
 エンドトキシンプライミングにより肺では好中球と血小板の相互作用が成立し,好中球のfMLP
 刺激が血小板ヘシグナル伝達されてトロンボキサン放出をもたらすことにより肺血管透過性の亢
 進が生じる,と結論づけた。
 本研究は,摘出灌流肺,ELISA法によるトロンボキサンの検出,フローサイトメトリー,免
 疫組織化学,さらに電子顕微鏡を用いた観察まで,多彩な手法を駆使して得られた実験成績を極
 めて理論的に構築しており,ARDSの病態に重要なプライミングという概念が好中球単独の現
 象ではなく,むしろ血小板との相互作用の現象として理解されるべきであることを明快に示して
 いる。これは,今日のARDSの病態に関する理解を大きく進歩させるものであり,細胞間接着
 の抑制による急性炎症反応の制御などを含むARDSに対する新しい治療法の確立に向けて非常
 に意義の高い研究であると言える。したがって,本研究は学位論文に値するもの評価できる。
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